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論文内容要旨
 ナチュラルキラー(NK)細胞は,腫瘍細胞やウイルス感染細胞を傷害し生体を癌や感染から
 防禦する細胞としてよく知られている。近年,この役割の他に免疫系や造血系細胞の増殖や分化
 を調節する細胞としてのNK細胞の機能が注目され,その役割も解明されつつある。今回,私は,
 マウスB細胞の増殖と分化の調節におけるNK細胞の作用を調べることを目的として実験を行な
 った。
 まず,マウスNK細胞表層に発現しているかングリオーn一テトラオシールセラマイド(アシア
 ロGMl,ASGM1)抗原に特異的な抗ASGM1ウサギ抗血清lgG分画をC3H/He雄マウス
 にi.v.投与した。24時間後のマウス脾臓単核細胞群の表層抗原をFACSアナライザーで解析
 すると,ASGM1抗原陽性細胞は,正常ウサギ血清投与群では約11%存在するのに対し,抗AS
 GM1抗血清10μ4投与群では約0.2影に減少した。これと同時に51Cr遊離法で調べたNK細胞感
 受性のYAC-1細胞に対する傷害活性いわゆるNK活性も消失した。またこの現象は投与する
 抗体用量に依存し,抗ASM1抗体10μぞの1回投与によりNK活性は完全に消失しその状態は
 数日間(4～7日間)持続後,次第に回復した。一方,抗ASGMI抗体投与で脾臓単核細胞中
 の表層免疫グロブリン保有細胞すなわちB細胞数はL3～L6倍に増加した。丁細胞抗原保有細
 胞数および食細胞数には著明な変化はなかった。またこの時,各種マイトーゲン刺激による脾臓
 細胞の増殖活性を3Hチミジン取込法でみると,丁細胞マイトーゲンであるコンカナバリン・Aやフ
 ィトヘムアグルチニンに対する応答性は変化が認められないのに対し,B細胞マイトーゲンであ
 るポックウィードマイトーゲン(PWM)やりポポリサッカライド(LPS)に対する応答性が
 2倍近くに増加していた。
 そこで次に抗ASGM1抗ASGM1抗体10μ4または正常ウサギ血清を投与1日後のマウス脾
 臓単核細胞をinvitroで1%濃度PWM存在下に5日間,10%FCSおよび5×IO-5M2ME加
 RPMI1640培地で培養し,誘導される抗体産生細胞数をブラック法で調べた。ブラック法では
 プロテインA結合ヒツジ赤血球(SRBC)と補体とを培養細胞と共にカンニンガムチャンバー内
 に封入し,37℃で12時間培養後,溶血部位を数えてブラック形成細胞(PFC)数とした。抗A
 SGM1抗体投与群では対照群に比較してPFC数すなわち抗体産生細胞数が約3、8倍に増加した。
 また一方,パンニング法で正常マウス脾臓細胞からASGM1抗原保有細胞を93.7%の純度で精
 製し,NK細胞除去マウス脾臓細胞を1%PWMで刺激培養する系に添加したところ,加えたA
 SGM1抗原保有細胞数に応じてPFC数が減少した。よって,ASGM1抗原保有細胞はマウス
 の抗体産生細胞への誘導に抑制的に作用していることが示唆された。
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 以上のようにマウスNK細胞はB細胞の増殖および抗体産生細胞への分化を抑制的に調節して
 いた。また抗ASGM1抗体投与マウスにSRBCを免疫した際にもその脾臓細胞の抗体産生応答
 は増強され,PollackらはNK細胞特異的抗NKLl抗体を用いて同様な結果を得て報告してい
 る。SRBC免疫の0または24時間前にマウスに抗NKL1抗体を投与することにより免疫4日
 後のマウス脾臓単核細胞中のPFC数が3倍に増加していた。抗NKL1抗体のNK細胞除去作
 用は投与4時間後に完全となる。またYarhamotoらはマウス脾臓細胞をinvitroでSRBCで感
 作する系に培養開始0または1日めにヒトNK細胞を添加した場合には特異抗体産生応答が抑制
 されるがそれ以降の添加では無効であることを報告している。よってNK細胞はB細胞分化と増
 殖の初期段階を調節することが示唆される。
 液性因子の面からNK細胞のB細胞調節機能を解析するために,抗ASGM1抗体投与でNK細
 胞を除去したマウスの脾臓細胞をPWMで刺激培養し,培養上清中に認められる液性因子を検索
 した。NK細胞除去でインターロイキン2(IL-2),インターフェロン(IFN)等の産生は低
 下した。しかしB細胞増殖因子(BSF-1)の産生は逆に増加した。またPWM刺激マウス脾臓
 細胞培養系にIL-2やIFNα,IFNrを添加するとPFC数は減少した。NK細胞除去マウス
 脾臓細胞をPWMで刺激培養する系に同様にIL-2やIFNを添加するとPFC誘導は抑制され,
 IFNの効果に比べIL-2による抑制作用は低かった。私たちはすでに,NK細胞がキラー丁細
 胞誘導を増強させるように制禦していることを報告した(副論文)。これらの結果からNK細胞
 は直接的に,または丁細胞を調節することによって間接的にリンホカインを介してB細胞抗体産
 生応答を制禦していると考えられる。
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 審査結果の要旨
 ナチュラルキラー(NK)細胞は,非免疫マウス脾臓中に腫瘍細胞やウイルス感染細胞を傷害す
 る細胞として認められる。さらにNK細胞はアロ移植片拒絶反応に関与したり、また造血細胞の増
 殖や分化や免疫系の調節に関わることも示唆されている。
 本論文は免疫系を調節する細胞としてのNK細胞の機能に主眼をおき,特に,抗体産生応答に
 おいてのNK細胞の役割を調べている。
 マウスのNK細胞表層にはガングリオーn一テトラオシールセラマイド(アシアロGMl,ASGM1)
 抗原が発現している。これに特異的な抗ASGM1ウサギIgG抗体10μ1をC3H/Heマウスに1
 回i.v.投与すると,1日後にはその脾臓中のYAC-1細胞に対する障害活性すなわちNK活性が
 完全に消失した。FACSアナライザーでこの脾臓単核細胞の表層抗原を解析したところ,ASGM1
 抗原保有細胞は完全に除去できており,この時マウス脾臓単核細胞中の丁細胞数及び食細胞数に
 は著名な変化はなかったが,B細胞は1.3～L6倍に増加していた。また,PWMや1ナポポサッカラ
 イド当B細胞マィトーゲンに対する応答性が増加した。
 このような脾臓単核細胞をinvitroで5日間,1%PWMで刺激培養後,抗体産生細胞数をブラッ
 ク法で調べると抗ASGM、抗体投与群では対照群の3.8倍の抗体産生細胞を誘導できた。逆に,
 NK細胞除去脾細胞をPWMで刺激培養する系に,パンニング法で精製したASGM1抗原保有細
 胞(純度93.7%)を添加すると,加えたASGM、抗原保有細胞数に依存して,誘導される抗体産
 生細胞数が減少した。このように,マウスASGM1抗原保有細胞(NK細胞)はB細胞の増殖及び
 抗体産生細胞への分化を抑制的に調節していることが明らかとなった。さらに,PWM刺激培養上
 清中の各種リンホカインを調べると,NK細胞除去群ではインターロイキン2(IL-2)やインター
 フェロン(IFN)等の産生は低下しているが,B細胞増殖因子の産生は逆に増加していた。また,
 脾臓細胞をPWMで刺激培養する際にIL-2やIFNα,IFNrを添加すると抗体産生細胞誘導は抑
 制されることを認めた。このことから,NK細胞のB細胞応答制御にはリンホカインが重要な役
 割を果していることが示唆された。
 このように本論文ではNK細胞が直接,または丁細胞を調節することによって間接的にリンホ
 カインを介してB細胞の抗体産生応答を制御していることが初めて明らかにされた。いいかえれ
 ば,NK細胞は生体内で免疫系のホメオスターシスを司どる細胞である可能性が示唆されたこと
 になる。本論文は,免疫担当細胞の基礎的な相互作用のしくみの解明に重要な知見を示したもの
 として,学位授与に値するものと認める。
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